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La maladie d’Alzheimer

Depuis la description du premier
patient par Alois Alzheimer en 1907, la
maladie d’Alzheimer s’est révélé étre
la plus commune des démences séni-
les. Cette maladie neurodégénérative
évolue lentement vers un déclin de la
mémoire et des fonctions cognitives
et retentit sur le comportement social
des patients. Le diagnostic formel n’est
possible qu’aprés la mort avec I'iden-
tification, dans le cerveau, de plaques
extracellulaires constituées d’agré-
gats de peptides amyloides béta (AP),
de dégénérescences neurofibrillaires
(DNF) intraneuronales constituées
d’agrégats de protéines tau, ainsi que
de perte neuronale [1].

Bien que la recherche sur des méca-
nismes sous-jacents ait progressé
au cours des deux dernieres décen-
nies, @ commencer par la découverte
de peptides AP dans les plaques et
de protéines tau hyperphosphorylées
dans les DNF [14], la communauté
scientifique peine a comprendre cette
maladie dévastatrice. Jusqu’'a pré-
sent, aucun traitement curatif n’est
disponible et les symptomes ne peu-
vent étre qu’atténués. Combattre
efficacement la maladie d’Alzheimer
impose de comprendre la responsabi-
lité de ces deux types d’agrégats de
protéines dans la mort neuronale et le
déclin cognitif.
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La pathologie fibrillaire

Bien que les plaques amyloides aient
d’abord été mises en cause pour leur
role fondamental dans le développe-
ment de la maladie d’Alzheimer [2], de
plus en plus d’études montrent I'impli-
cation cruciale des DNF. Uimportance
de la protéine tau dans le neurone est
majeure puisque son role est d’orga-
niser et de stabiliser les microtubu-
les de I’axone. Ce support structural
est déterminant non seulement pour
la morphologie neuronale mais aussi
pour le trafic cellulaire et la fonction
synaptique.

Les DNF sont aussi retrouvées dans de
nombreuses maladies neurodégénéra-
tives appelées tauopathies - dont fait
partie la démence fronto-temporale
avec parkinsonisme liée au chromo-
some 17 (FTDP-17) - et associées a
des mutations du géne tau [3]. Ces
mutations, responsables de I'agréga-
tion pathologique de la protéine tau,
ont permis de recréer cet aspect de la
maladie d’Alzheimer dans des souris
transgéniques. Des études stéréologi-
ques post-mortem ont montré que les
agrégats de protéines tau sont retrou-
vés dans les régions du cerveau affec-
tées par une perte neuronale massive
[4], et que leur présence coincide avec
celle d’anomalies cellulaires [5] et
d’une activité des enzymes caspases
[6, 7]. Ces marqueurs sont classique-

ment associés a la mort cellulaire, ce
qui suggere que |'agrégation de tau
provoque la mort des neurones.

Identification de la tauopathie
fibrillaire par microscopie
biphotonique in vivo

Pour vérifier cette hypothése, nous
avons mis au point une technique per-
mettant de visualiser la tauopathie
fibrillaire dans des souris transgéni-
ques Tg4510 [8] porteuses du géne tau
humain muté (P301L). Grdce a des mar-
queurs fluorescents appliqués directe-
ment sur la surface du cerveau, nous
avons pu suivre I’évolution de la patho-
logie par microscopie biphotonique a
travers une fenétre crdnienne [9], au
cours de séances d’imagerie répétées
quotidiennement sur des souris sous
anesthésie (Figure 14). Une solution
de thioflavine S permet de visualiser
les DNF [10], un indicateur marque
les neurones dans lesquels les caspa-
ses sont activées [11], et un colorant
fluorescent liant I’ADN marque les neu-
rones présents dans la région observée
[12]. Avec cette méthode, notre but
était d’observer la relation temporelle
entre la présence d’une DNF dans un
neurone, |"activation de caspases et
la mort du neurone, afin de détermi-
ner s’il existe un lien de cause a effet
entre le marqueur de la maladie et la
dégénérescence.

Article disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20102610787

787


http://www.medecinesciences.org
http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20102610787

788

Ti : Saphi
f oo —|Pompelaser|

(excitation

750-850 nm)
MD MD ,MD
o 1B, .
l l Microscope
biphotonique

Objectif m a 3 canaux

Fenétre
o~ crdnienne

s

A
t:-a

Qs
( Souris transgénique

——

1¢ jour

caspases §DNF
2° jour

noyaux J§DNF

m

A

Figure 1. Relation temporelle
entre activation des caspa-
ses et formation de fibrilles.
A. La thioflavine S (verte),
le marqueur d’ADN (bleu) et

I’indicateur de caspases acti-

Virus exprimant - Lo
la protéine tau Injecteur ves (rouge) ont été appliqués
tronquée au site stéréotaxique directement sur la surface
D421 du cerveau de souris aprés
--E;;-.:Q craniotomie, et les neurones
fin - marqués ont été photogra-
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L
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Protéine tau
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tau- -murin

tau D421 DNF

phiés au premier jour avec
un microscope biphotonique.
Les mémes neurones ont été
a nouveau photographiés le
jour suivant. La formation
de DNF (vert, fleche) a été
observée en 24 heures dans
B des neurones dont les cas-

pases (marquées en rouge)

étaient actives la veille. Ces neurones possédaient un noyau (bleu) confirmant leur survie. B. Un virus exprimant la protéine tau tronquée (en

rouge), injecté dans le cerveau de souris sauvages, induit la formation d’agrégats de protéines tau (en bleu), ainsi que le recrutement de protéines

tau endogénes (en vert).

Nos résultats, publiés dans la revue
Nature en avril 2010 [13], ont montré
que la présence de caspases actives
est un événement rare et associé a la
présence de DNF dans le neurone. &n
effet, la grande majorité des caspases
actives a été observée dans des neu-
rones porteurs de DNF, mais seulement
dans une petite fraction de cette popu-
lation. Les neurones porteurs de DNF, y
compris ceux dont les caspases étaient
actives, étaient stables. €n effet, tous
ont pu étre suivis par imagerie pendant
plusieurs jours. €n revanche, de rares
neurones indiquaient uniquement la
présence de caspases actives, sans la
présence de DNF. Contrairement a toute
attente, I"observation longitudinale de
ces rares neurones a révélé "apparition,
le jour suivant, de Iésions neurofibril-
laires dans ces mémes neurones, tou-
jours vivants (Figure 1A). La formation
de nouvelles Iésions neurofibrillaires a
été observée quasi-exclusivement dans
les neurones dont les caspases étaient
actives. Ces résultats suggerent que la
formation de nouvelles DNF est rapide,
qu’elle est précédée par I'activation de
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caspases, et qu’elle ne provoque pas la
mort du neurone a court terme.

Les causes et conséquences

de activation de caspases

Pour déterminer si la présence de la
protéine tau soluble était la forme res-
ponsable de cette induction de caspa-
ses, un traitement a la doxycycline a
permis, chez ces souris porteuses d’un
transgéne inductible, de réprimer le pro-
moteur tétracycline et I’expression du
transgene. LU'analyse a montré qu’aprés
ce traitement qui réduit la quantité de
protéines tau solubles sans affecter
les agrégats, le nombre de neurones
présentant des caspases actives avait
beaucoup diminué. Ce résultat suggere
que les protéines tau sous forme soluble
plutot que fibrillaire pourraient étre res-
ponsables de 'activation de caspases.
Les caspases ont la propriété de cliver
de nombreuses protéines, dont tau (au
site D421). Pour déterminer si Iinduc-
tion des DNF par les caspases passe par
le clivage de tau, nous avons recherché,
par marquage immunohistochimique
avec un anticorps reconnaissant spéci-

fiquement ce site de clivage, la présence
du fragment de tau dans le cerveau des
souris. La protéine tau clivée a ainsi
été localisée dans les neurones dont les
caspases étaient actives. Afin de vérifier
que le clivage de tau par les caspases
est suffisant pour induire I’agrégation de
tau, nous avons injecté dans le cerveau
de souris sauvages un virus exprimant la
protéine tau tronquée au niveau du site
de clivage (Figure 1B). La présence de ce
fragment de protéine tau a provoqué la
formation de dépdts visibles de tau et
un changement dans la conformation
de la protéine, signe précoce de la for-
mation de DNF. €n outre, la protéine tau
endogene murine a été détectée dans
ces mémes dépdts fibrillaires. Ces résul-
tats suggerent que le clivage de la pro-
téine tau par les caspases accélere son
agrégation dans une conformation qui
peut, a son tour, recruter des molécules
tau supplémentaires.

Conclusion et hypothése

Contrairement aux méthodes tradition-
nelles de stéréologie qui tirent leurs
conclusions dela comparaison de groupes



Les protéines tau mutées
s’accumulent dans le corps
neuronal

La présence de protéines tau
dans le cytoplasme déclenche
I’activation de caspases, qui

clivent tau au site D421

Les protéines tau tronquées
polymérisent et recrutent
des protéines tau entieres
dans les agrégats

Les caspases sont désactivées,
la mort par apoptose
n’a pas lieu

Le neurone survit mais la présence
de DNF engendre un dysfonctionnement
chronique

de cerveaux post-mortem, la visualisa-
tion directe de la pathologie neurofibril -
laire par imagerie longitudinale a permis
d’apporter des éléments importants sur
la séquence des événements dans un
méme neurone. Nos travaux suggerent
que plutdét que d’étre la cause d’une
cascade neurodégénérative, les dépots
de tau fibrillaires sont une conséquence
d’un processus de dégénérescence dont
I"activation de caspases n’est qu’un
signe passager. En effet, comme toutes
les DNF apparaissent aprés I’activation
de caspases, mais que la plupart des
neurones contenant des DNF contiennent
des caspases inactives, nous suggérons
que les neurones porteurs de DNF survi-
vent a une attaque et que les caspases
sont rapidement inactivées.

Dans le modele que nous proposons
(Figure 2), 'expression de la protéine tau
humaine mutée (P301L) dans le cerveau
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de souris, soit par transgeneése, soit par
infection virale, conduit a la délocalisa-
tion des protéines tau, de I"axone vers
le corps neuronal. Cette accumulation
cytosolique de protéines tau active les
caspases, signe normalement associé a la
mort cellulaire par apoptose. Les caspases
actives clivent tau qui devient plus encline
a s’auto-agréger. Les protéines tau tron-
quées forment rapidement un noyau de
fibrilles capables de recruter des protéines
tau entieres dans ces agrégats. La quan-
tité de protéines tau sous forme soluble
diminue et les caspases sont inactivées,
enrayant ainsi le processus d’apoptose.
Le neurone survit malgré la présence de
DNF qui engendre, a long terme, des effets
toxiques sur 'activité neuronale. ¢
Caspase activation precedes

and leads to neurodegeneration

in a murine model

of Alzheimer’s disease

Figure 2. Schéma synthétique de [I’hypothese

de la dégénérescence neurofibrillaire.
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